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РЕЗЮМЕ
CFTR генът е сред новите кандидат-
гени, които са необходими за протичането 
на нормалната сперматогенеза. Различни 
варианти в него, като например полиморфизма 
IVS8-(n)T, обаче може да доведат до нарушеното 
му функциониране и до мъжки инфертилитет. 
Целта на проучването е да определи дали 
този вариант се открива и сред българските 
пациенти с този вид патология.
Проведен е молекулярно-генетичен анализ сред 
25 мъже с концентрация на сперматозоидите в 
еякулата под 5×106 на милилитър за определяне 
на генотипа им по отношение на IVS8(n)-T 
варианта в CFTR гена. Получените секвенции 
бяха анализирани и сравнени с референтния 
човешки геном.
Средната възраст на групата на участници 
с нарушена сперматогенеза e 34,00 години. 
Средната концентрация на сперматозоидите в 
еякулата за изследваната група е 0,30 × 106/mL. 
След провеждане на молекулярно-генетичния 
анализ за търсене на варианти в CFTR гена се 
установи един хомозигот (4,00%) по вариант 
5Т/5Т, един (4,00%) хетерозигот 5Т/7Т. От 
останалите 20 мъже (80,00%) са хомозиготи за 
дивия вариант 7Т, двама (8,00%) – хетерозиготи 
за 7Т/9Т варианта, и един (4,00%) – хомозигот за 
9Т/9Т варианта.  
Настоящето проучване установи наличието 
на 5Т варианта в CFTR гена сред изследваните 
ABSTRACT
The CFTR gene is one of the new candidate 
genes, which are thought to be required for normal 
spermatogenesis. Different variants in this gene, for 
example IVS8-(n)T polymorphism, could be associated 
with its impaired functioning and could lead to male 
infertility. The aim of this study is to investigate 
whether this variant is found among Bulgarian 
patients with male infertility.
We conducted molecular genetic testing of 25 men 
with sperm count below 5×106/mL in order to search 
for the presence of the IVS8(n)-T variant in their CFTR 
genes. The derived sequences were analyzed and 
compared to the human reference genome. 
The median age of the participants with impaired 
spermatogenesis was 34.00 years. The median 
concentration of the sperm cells in the ejaculate was 
0.30×106/ mL. After we conducted the molecular 
genetic analysis for variants in the CFTR gene, it was 
found that one participant (4.00%) was a homozygote 
for the 5Т/5Т variant, and another one (4.00%) 
was a heterozygote for the 5Т/7Т variant. As for 
the remaining participants, 20 men (80.00%) were 
homozygotes for the wild 7Т variant, two (8.00%) – 
heterozygotes for the 7Т/9Т variant, and one (4.00%) – 
a homozygote for the 9Т/9Т variant.  
This study established the presence of the 5Т 
variant in the CFTR gene among the participants 
with impaired fertility due to azoospermia or severe 
oligozoospermia. This finding supports the role of 
IVS8(n)-T варианта в CFTR гена като фактор за нарушена сперматогенеза
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Всичко това подчертава важната роля на 
CFTR гена в регулирането на сперматогенеза-
та. Затова и различни варианти в този ген може 
да повлияят върху фертилитета на засегнати-
те, като липсват другите типични симптоми за 
муковисцидоза (6). Един такъв полиморфизъм 
е вариантът IVS8(n)-T, където с n се обознача-
ва броят на тиминовите бази (6). Той е локали-
зиран в интрон 8 на CFTR гена и води до нару-
шение в сплайсинга на образувалата се иРНК (6). 
Мутацията има три варианта с пет, седем или де-
вет тимина (съответно 5Т, 7Т или 9Т вариант) (6). 
7Т и 9Т вариантите се счита, че не оказват фено-
типен ефект. Вариантът 5Т се асоциира с нару-
шен сплайсинг на екзон 9, като тази мутация се 
характеризира с по-високи нива на иРНК с липс-
ващ екзон 9, в сравнение с вариантите 7Т и 9Т. В 
резултат се наблюдават намалени количества на 
CFTR протеина (5). 
Като се има предвид потенциалната роля на 
CFTR гена за нормалната сперматогенеза, е въз-
можно 5Т вариантът да се асоциира с мъжки ин-
фертилитет поради нарушена сперматогенеза, 
изразяваща се с необструктивна азооспермия 
или тежка олигозооспермия (8). Целта на насто-
ящето проучване е да определи дали този вари-
ант съществува и сред българските пациенти с 
този вид нарушения на сперматогенезата, което 
би било от потенциална полза при диагностика-
та на мъжкия инфертилитет у нас. 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ 
Изследвани са 25 мъже с неизяснен първичен 
инфертилитет, с нормален кариотип и концен-
трация на сперматозоидите в еякулата под 5×106 
на милилитър. След изолиране на ДНК всички 
участници бяха изследвани за IVS8(n)-T вариан-
та в CFTR гена. Полимеразо-верижната реакция 
беше проведена в 20 µl реакционна смес, съдър-
жаща 5× HOT FIREPol EvaGreen qPCR Supermix 
(Solis BioDyne, Естония), прав и обратен праймер 
и ДНК на съответния пациент според протокола, 
УВОД
Муковисцидозата (OMIM 219700) е заболява-
не с автозомно-рецесивен модел на унаследява-
не. Характерно е, че честота на носителството е 
различна в отделните страни, като в България тя 
е равна на 1/33 индивиди. Това означава, че  по-
пулационната честота на заболяването у нас е 
1/3600 живораждания (1). Муковисцидозата за-
сяга множество органи, но основните прояви на 
болестта са чести респираторни инфекции и ек-
зокринна панкреасна недостатъчност (2). Забо-
ляването обаче се асоциира и с мъжки инферти-
литет (14). 
Муковисцидозата се причинява от мутации в 
Cystic fibrosis transmemrane conductance regulator 
(CFTR) гена, локализиран в дългото рамо на хро-
мозома 7, като от откриването на гена досега са 
описани над 2000 различни мутации (4). Тези му-
тации са разпределени в шест класа според край-
ния им ефект върху белтъчния продукт (1). Дан-
ни от българския регистър на пациенти с муко-
висцидоза показват, че у нас най-често се откри-
ва алелът delF508 – в 58,27% от включените в ре-
гистъра, като в 46% от случаите той е комбини-
ран с друга мутация (3). Независимо от вида на 
мутацията обаче, се нарушава нормалната функ-
ция на CFTR протеина, който служи като канал 
за преминаване на хлорните йони към апикална-
та повърхност на епителните клетки (10). 
Натрупват се все повече данни, че CFTR генът 
е необходим и за нормалната оплодителна спо-
собност на спермата и нарушенията в този ген 
може да доведат до намален брой на сперматозои-
дите в еякулата (14). Мутации в CFTR гена се асо-
циират не само с вродена липса на vas deferens, но 
и с необструктивна азооспермия (8). Това може 
да се дължи на потенциалната му роля в регули-
рането на водната хомеостаза в тестисите, което 
се осъществява заедно с аквапорин 9 (7). Също 
така CFTR протеинът е възможно да участва и в 
регулацията на Сертолиевите клетки (13).
мъже с нарушен фертилитет поради азооспермия 
или тежка олигозооспермия. Това подкрепя 
ролята на полиморфизмите в CFTR гена, и по-
специално на 5Т варианта, като възможен 
фактор за мъжки инфертилитет. 
Ключови думи: CFTR, 5T вариант, мъжки 
инфертилитет, сперматогенеза
polymorphisms in the CFTR gene and in particular 
the 5Т variant as a reason for male infertility. 
Keywords: CFTR, 5T variant, male infertility, 
spermatogenesis
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публикуван от Lingying и съавтори (8). След това 
анализът беше продължен чрез секвениране по 
Sanger, като за целта беше използван GenomeLab™ 
DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter, Герма-
ния), според протокола, описан от производи-
теля. Капилярната електрофореза беше извър-
шена чрез GenomeLab™ GeXP (Beckman Coulter, 
Германия).
Генотиповете на участниците бяха анализи-
рани с помощта на GenomeLab software (Beckman 
Coulter, Германия) и референтния човешки ге-
ном, чиято последователност е достъпна от база-
та данни NCBI.
Проучването е одобрено от Комисията по 
етика на научните изследвания към Медицински 
университет – Варна с протокол №83/16.05.2019. 
За обработка на получените данни е използвана 
софтуерната програма Microsoft Office Excel 2016. 
РЕЗУЛТАТИ 
Средната възраст на групата на участници 
с нарушена сперматогенеза е 34,00 години (25% 
персентил – 30,00; 75% персентил – 39,50). Мини-
малната възраст е 22 години, а максималната – 47 
години.
В групата на мъжете с нарушена спермато-
генеза са включени 25 участници, като всич-
ки те имаха брой на сперматозоидите в еякула-
та под 5×106/mL. От тях 10 мъже (40,00%) бяха с 
необструктивна азооспермия, а останалите 15 
(60,00%) – с тежка форма на олигозооспермия.
Средната концентрация на сперматозоидите 
в еякулата за изследваната група беше 0,30×106/
mL, стандартно отклонение – 2,02. Най-ниска-
та концентрация на сперматозоиди в еякулата 
беше 0×106/mL, съответстваща на азооспермия, а 
най-високата – 5×106/mL.
След провеждане на молекулярно-генетич-
ния анализ за търсене на варианти в CFTR гена 
беше установено, че един участник (4,00%) беше 
хомозигот за 5Т/5Т варианта, един участник 
(4,00%) беше хетерозигот за 5Т/7Т варианта. Па-
циентът, който беше хомозигот за 5Т варианта, 
беше с тежка олигозооспермия. Другият паци-
ент, който беше носител на 5Т алела в хетерози-
готно състояние, беше с азооспермия (Фиг. 1). 
От останалите беше установено, че 20 мъже 
(80,00%) са хомозиготи за дивия вариант 7Т, два-
ма (8,00%) – хетерозиготи за 7Т/9Т варианта, и 
един (4,00%) – хомозигот за 9Т/9Т варианта (Фиг. 
1).  
Секвенциите с обратния праймер на пациент, 
който е хомозигот по 5Т варианта, и на друг, кой-
то е хомозигот по 7Т варианта, са представени на 
Фиг. 2.
ОБСЪЖДАНЕ
В последните години расте интересът към 
мъжкия инфертилитет, като според някои про-
учвания той е единствената причина за репроду-
ктивните неуспехи на семейството в около 20,0% 
от случаите (11). Мъжкият фактор е възможно да 
се изразява в азооспермия, която в около 30,0% 
се дължи на генетични фактори (9). Това илюс-
трира важността на установяването на причи-
ните за мъжки инфертилитет, особено на моле-
кулярно-генетичните, с цел осигуряване на ме-
дико-генетична консултация и подобряване на 
шансовете за успешна репродукция. 
CFTR генът традиционно се асоциира с мъж-
ки инфертилитет поради вродена двустранна 
Фиг. 1. Процентно разпределение на установените 
генотипи по отношение на IVS8(n)-T варианта в 
CFTR гена
Фиг. 2. Секвенциите с обратния праймер на 
пациент, който е хомозигот по 5Т варианта (А), и 
на друг, който е хомозигот по 7Т варианта (В). А – 
аденин, C – цитозин, Т – тимин
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липса на vas deferens (8). Натрупват се обаче все 
повече данни, че този ген е необходим за нор-
малната сперматогенеза като цяло (7,13). Особен 
интерес представлява 5Т варианта в CFTR гена. 
Този полиморфизъм е причина за наблюдава-
ните по-високи нива на иРНК, при които липс-
ва екзон 9, сравнено с индивиди, при които се 
наблюдават 7Т или 9Т вариантите. Като резул-
тат от това и нарушения сплайсинг са налични 
по-ниски нива на CFTR протеина (5). Това обаче 
би могло да се разглежда като възможна причи-
на за нарушената сперматогенеза при носители-
те на 5Т варианта. В тези пациенти мъжкият ин-
фертилитет може да е единственият симптом и 
да липсват други белези, наблюдавани при кла-
сическите форми на муковисцидоза (6). 
В настоящето проучване в пациентската гру-
па беше установено, че един участник (4,00%) 
беше хомозигот за 5Т/5Т варианта, а друг па-
циент (4,00%) – хетерозигот за 5Т/7Т варианта. 
Според проучване относно генетичните дефе-
кти при българските пациенти с муковисцидоза, 
5Т вариантът се среща с честота 0,39% у нас (1). 
Това разпределение обаче е изчислено въз осно-
ва на генотиповете на засегнати с муковисцидо-
за, докато в настоящия труд популацията се със-
тои от мъже с репродуктивни проблеми. Целена-
соченият подбор на пациенти с нарушена спер-
матогенеза може да обясни установения по-ви-
сок процент в представена работа. Извън това, в 
друго сродно проучване се установяваа статис-
тически значима по-висока честота на 5Т алела 
сред мъже с нарушена сперматогенеза, сравне-
но с контролната група (p<0.001) (12). Резултати-
те от настоящия труд може да послужат като ос-
нова за по-нататъшно провеждане на молекуляр-
но-генетичен анализ за търсене на 5Т варианта в 
по-голяма група пациенти, както и сред здрави 
контроли.
Съществуват и други статии, които съобща-
ват за по-висока честота на 5Т варианта сред 
мъже с нарушена сперматогенеза. Jiang и съав-
тори обобщават данните от 12 проучвания тип 
„случай-контрола“, проведени сред мъже с не-
обструктивна азооспермия и търсещи връзка с 
наличието на 5Т варианта в CFTR гена. От на-
правения метаанализ авторският колектив уста-
новява, че 5Т алелът се среща по-често сред мъ-
жете с необструктивна азооспермия, отколкото 
в контролните групи (5,00% срещу 0,00%, p<0,01). 
Също така 5Т алелът корелира с по-висок риск за 
нарушение на сперматогенезата (Отношение на 
шансовете 2,05; 95% интервал на доверителност 
1,85–2,27) (8). Тези данни отново са в подкрепа на 
потенциалната роля на 5Т варианта като рисков 
фактор за мъжки инфертилитет. 
Трябва да се има предвид обаче, че същест-
вуват и други промени в CFTR гена, които са-
мостоятелно или в комбинация с 5T варианта 
може да доведат до нарушен фертилитет – на-
пример мутациите delF508 и R117H (8). Те не са 
обект на настоящето проучване. Съществено 
ограничение на представения труд е и малкият 
брой пациенти, но настоящата работа може да се 
разглежда като пилотно проучване с предвари-
телен характер. Необходимо е да се разшири бро-
ят на участниците с цел по-пълноценно изслед-
ване на ролята на 5Т варианта в CFTR гена като 
фактор за мъжки инфертилитет. 
ИЗВОДИ
Настоящето проучване установи наличие-
то на 5Т варианта в CFTR гена сред изследвани-
те мъже с нарушен фертилитет поради азоос-
пермия или тежка олигозооспермия. Разпреде-
лението сред пациентите на този вариант беше 
близко до докладваното от други научни групи 
отново сред мъже с нарушена сперматогенеза. 
Това подкрепя ролята на полиморфизми в CFTR 
гена и по-специално на 5Т варианта като възмо-
жен фактор за мъжки инфертилитет. Резултати-
те от настоящето проучване обаче трябва да бъ-
дат потвърдени и сред по-голяма група от учас-
тници, както и сред здрави контроли.
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